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BITE (Isocnzyme) 是 指 具 有 相同 或 相似 催化 功能 但 酶 分 子 结构 不 同 的 一 组 本 。 
它 是 由 染色 体 上 不 同 的 基因 位 点 或 同一 位 点 的 等 位 基因 所 编码 。 AFTAN 及 其 同 工 
醇 之 间 席 物 的 差异 性 和 动力 学 性 质 的 差 天 ， 决定 了 他 们 在 细胞 中 功能 状态 的 不 周 。 因 而 
对 于 这 类 特异 性 蛋白 质 的 分 析 研 究 ， 有 可 能 将 基因 活动 的 状况 以 直观 形式 展现 出 来 ， 是 
基因 的 生化 表现 型 《Biochemical phenotype) (Markert & Moller 1959, Markert 1968; 
Markert ef al. , 1975) 。 利 用 同 工 酶 的 分 析 来 研究 细胞 分 化 及 个 体 发 生 过 程 中 基因 作 
用 的 调控 与 表达 《Lindakl & Mayeda 1973; Maclean 1976; Plum & Ringoir 1977; 
Getchencka @ Arnstein 1978) , BL Be E 1 EEEE JURE 到 广 
pm REES; Markert ef ai, , 1976; Vonwyl & Fischberg 1980, Wilso™ 
ei al, , 1960 ， 成 为 当今 分 子 生 物 学 猎 究 领 咸 的 重要 组 三 部 份 。 
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起 源 与 进化 的 的 活化 石 (Living foci 。 以 往 的 工作 大 都 偏重 于 以 显 微 结构 分 析 与 网 
胞 化 学 方法 为 主 的 形态 结构 上 的 研究 〈 李 靖 炎 等 1978; Dodge & Crawford 1971) , 
随 着 分 子 生物 学 的 发 展 ， 相 继 也 有 了 一 些 生化 方面 的 研究 ， 例 如 对 于 涡 膝 毛虫 类 的 细胞 
核 内 染色 笨蛋 自 的 分 析 研 究 报 道 CPR E1978, Rizzo & Nooden 1974) , BEWA 
过 的 蛋白 种 类 是 很 有 限 的 。 对 于 这 类 单 细胞 生物 的 酶 及 其 同 工 酶 的 表 型 分 析 及 多 态 性 的 
研究 ， 有 助 于 对 物种 的 起 源 与 进化 的 探讨 和 为 细胞 分 化 过 程 中 基因 活动 的 作用 机 理 提供 
分 子 生物 学 依据 。 迄 仿 玉 见 这 方面 的 报 进 。 我 们 采用 琼脂 粮 凝 胶 区 带电 泳 方法 对 2 至 7 
天 中 不 同 培养 天 数 尖 尾 沼 细 胞 乳酸 脱氧 酶 同 工 本 进行 了 分 析 与 比较 ， 得 到 一 些 与 高 等 真 
核 纲 网 不 相 一 致 的 结果 。 现 报道 如 下 。 


材料 和 方法 
一 、 材 料 来 源 及 样品 制备 


REM (Ox yrrhis marina) ABERDARE, Mb Ae 学 E 
究 所 及 山东 海洋 学 院 引 种 ， 由 昆明 动物 研究 所 单 细胞 生物 培养 室 进行 人 工 增殖 培养 。 分 
别 于 培养 的 第 2，3，4，5，6，7 天 定时 取材 。 经 抽样 蚀 检 证 明确 为 尖 尾 药 纯 培养 
物 后 ， 于 4000rpm (室温 下 ) BEb154 Ph, KARARAN. E1000 TR est 
Hy OT 44 Fl 27807-1120 3€ X Z2 Fe CEA 

BrTgESXCBOTGqR RAE, PEOHDEREDSGERAERNS, RERA (1078). 分 离 
RRA RET, ETH. RAR, A4 — 5 ERE 
CW/V) fr 38 Be mk BE (0.3 M SS 0.02544 Tris, 0.04M N,HSO,, 0.005M 
EDTA, 0.01M MeSO,, 0.19 Triton X—100, pH7.0—7.4) 之 后 ， 置 冰 浴 中 充 份 振 
SS, eh T10, 000rpm 离 心 15 分 名 (0—8°C) , 
取 上 清 液 供 当日 备用 。 | 


=. Re 


ARAB NEBIKAZAS TE ET EH Hed 
必 。 取 0.5 克 琼脂 糖 《Agrose， 上 海 东 海 制药 厂 ， 电 泳 纯 ) NURCPOOXETEOL0SM E E XE 
钠 一 盐 柄 缓冲 液 ，pH8.6，48 毫 升 燕 慷 水 ，2 毫升 10mM 乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 溶液 中 制 成 
0.5% TT E E EE. RAD EN ET, $ 
Dy—74 Y ZHEWBEEHRK UA, WEIR, BRek, Gin, Ra 
为 0.061f 巴 比 妥 负 一 盐酸 缓冲 波 ,PH8.6 k=0,06。 一 次 上 样 量 为 15 微 升 。 室 温 在 20°C 
以 上 时 需 注 意 降温 冷却 措施 。 


乳酸 脱 所 酶 同 工 酶 显 色 波 按 每 块 凝 胶 板 用 量 进 行 配 比 。 显 色 液 组 成 包括 LRL I 
将 液 《〈 需 用 0.1Jf 磷 酸 组 冲 液 配制 pH7,4) 0.1367], MEM NAD) 0.25%, 
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Rie MAM re (NBT) 0.3085, WRX PRB PMS 0.05 毫 克 ， 均 需 用 燕 
偿 水 深 解 配制 。 显 色 液 新 鲜 配 用 为 宜 。 使 用 时 加 入 琼脂 精 电 沪 凝 胶 0.5 毫 升 。 于 凝 胶 板 表 
16135] 5] BE ae JF) LR Sf, 置 37 一 40"C 艇 育 45 分 钟 。 待 显示 兰 柴 色 LDH 同 工 酶 区 带 后 ， 
用 乙醇 一 水 一 冰 酷 酸 〈48 一 48— 4 毫升 溶液 固定 30 分 钟 ， e 
SEI C B DC EE TE AE RT AL 


四 ，、 局 工 栈 定量 与 扫描 


尖 昆 藻 乳 酿 脱 氧 酶 不 同 分 子 形式 同 工 酶 随 电 泳 迁移 率 的 增 大 ， 由 阴极 向 阳极 端 分 布 
为 三 条 明显 区 带 ， 依 次 为 LDHs:，LDH:，LDH,， 按 序 切割 各 区 带 , XU ARREAK 
胶 切 制 同 等 大 小 为 空白 对 照样 品 。 分 别 洗 脱 于 0.4N NaOH 洗 脱 液 中 。 采 用 分 光 光 度 比 
色 定 量 法 ， 于 560nm 波 长 分 别 测 定 吸光 值 ， 计 算出 各 同 工 酶 组 份 的 相对 百 分 活性 。 另 取 
显 色 漂 洗 后 的 电泳 凝 胶 板 干燥 处 理 后 进行 照相 记录 。 并 于 日 本 岛 津 Co 一 910 型 双 波 注 层 
色谱 扫描 局 (Shimadzu duai-wavelength' chromatogram scanner model CS-910, 
Shimadzu corporation, Kyoto, Japan) 进行 透射 直线 式 光 密度 扫描 记录 。 样品 波长 
D 570nm, BHEE à ) 500i, Hii BEA 2000/4, 
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一 、Markert 和 Moller (1959) 应 用 区 带电 泳 技术 成 功 地 对 牛 心肌 乳酸 脱氧 酶 同 工 
酶 不 同 分 子 形式 进行 有 效 分 离 以 来 ， 大 量 事实 表明 区 带电 泳 方 法 已 被 广泛 应 用 于 酶 及 其 
同 工 栈 的 分 析 与 研究 (Rosalki 1974) 。 我 们 采用 琼脂 糖 凝 胶 电 读 方 法 对 培养 2 至 7 天 
不 同 阶段 尖 尾 营 细 胞 乳 取 脱氧 酶 同 工 酶 进行 电 访 分 析 。 在 分 别 培养 2， 3， 4， 5, 
6, 7 天 六 次 取样 分 析 结 果 ， 均 呈现 三 条 明显 的 同 工 酶 区 带 。 随 电泳 迁移 率 的 增 大 由 图 
极 趋 于 阳极 端 ， 依 次 为 LDH,，LDH:，LDH (图 1 .2 。) 。 由 于 三 种 不 同 分 子 形式 同 
工 酶 在 一 级 结构 上 的 差异 及 其 等 电 点 的 不 同 ， 而 不 同 亚 基 间 所 带电 荷 性 质 与 数量 也 有 所 
不 同 ， 因 而 ， 导 致 他 们 在 pH8.6 碱 性 缓冲 系统 中 和 特点 电场 作用 下 产生 有 效 的 分 离 。 接 
有 照 三 种 同 工 蕊 区 带电 场 中 明显 趋 于 阳极 端的 一 致 性 ， 表 明 尖 尾 闪 乳酸 脱氧 酶 的 三 种 不 同 
分 子 形式 同 工 酶 的 等 电 点 应 约 在 pH7.0 以 下 。 

E ARAMA CRA TUR MAR, RIPER E 
定量 法 ， 分 别 测 得 各 同 工 枉 组 份 的 相对 百 分 活 性 ， 统 计 其 平均 值 及 个 体 值 变动 范围 列 于 
家 1 。 分 析 结 果 表 明 ， 在 培养 3 4, 5, 6, 7 天 五 个 阶段 取材 的 尖 尾 藻 其 同 工 酶 表 
型 均 呈 现 以 LDH, 同 工藤 活性 为 景 高 的 酶 庄 特 征 。 其 中 在 培养 5 天 和 7 天 时 表现 明显 的 
以 LDH, 同 工 酶 活性 为 景 高 ， 而 LDH' 同 工 醉 活性 为 最 婚 的 醉 谱 特征 LDH,s > LDH, > 
LDH,。 在 培养 3 天 ，4 天 和 "6 天 的 三 个 阶段 样品 却 表现 出 LDH; 同 工 酶 活性 的 回 F, 
而 呈现 为 LDH,>>LDH,>>LDH; 的 菜谱 特征 。 “ 
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Figure 1, Electrophoretic patterns on agarose gel thin layer of lactate dehydrogenase 
isoenzymes during different periods cultured from iwo to seven days in the 
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Figure 2. Linear pictures of lactate dehydrogenase isoenzymic electropherograms 
during different periods cultured from two to seven days in the Ox yrrhis 
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图 3 ÁESEI2ERTATEEKOOXGSmIETEECÉMISIMREHG6GBeE, 

HEME Qu) 为 570nm， 参 考 孜 长 Ar) 为 500nm， 扫 描 速 度 为 26mm/ 分 邮 。 
Mp C1) CS, (2) EX, (8) WRK. (45 EX, CH) AR, (8) 
EK.. 

Figure 3. Scanning curves of lactate dehydrogenase isoenzymic slectropherogeams 
during different periods cultured from two te seven days in the Oxyrrkis 
marina, 

As =570nm, Ay = 500nm, scanning speed for 20 mm/min. 
(Note; in figure 3, (12 two days, (2) three days, (3) four days, (4) 
five days, (5) six days, (8) seven days. > 
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=. ER APROMERT RRA ST TBA AT BBE 2 
至 7 天 不 同 培 养 时 期 中 的 消长 变化 。 结 果 表 明 尖 尾 说 乳酸 脱 氢 酶 的 三 种 分 子 形 式 同 工 酶 
在 培养 的 第 2 天 时 海 活性 水 平 基本 趋 于 一 致 ， 其 相对 百 分 活 性 依次 为 31,.62%，34,5%， 
33,9%。 而 在 培养 的 第 3 天 开始 LDH; 和 LDH;, 同 工 酶 的 活性 同时 赵 于 下 降 , 并 相继 持续 
波动 在 20 一 30%% 的 变化 区 间 ， 直 至 培养 的 第 7 天。 比较 突出 的 是 LDH, 同 工 酶 ， 从 培养 
的 第 2 天 开始 酶 活性 水 平 便 出 现 持续 升 高 ， 直 至 第 4 天 达到 最 高 值 其 相对 百 分 活性 为 
52.6%。 尽 管 在 相继 第 5 天 ，6 天 和 第 7 天 三 阶段 中 其 相对 酶 活性 依次 递减 为 50.0%， 
48.3%, 47.2%. BRIJ 2 E7 天 的 全 部 样品 中 LDHs 同 工 酶 的 相对 百 分 活 性 始终 持 
续 高 于 LDH, 和 LDH， 同 工 酶 的 水 平 〈 图 4) 。 
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Figurs 4 Changes of increase-decrease of three isoenzymic activity of lactate dehydrog- 
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一 、 乳 酸 脱 气 酶 同 工 酶 是 遗传 差异 产生 的 多 酶 形式 ， 是 由 遗传 基因 所 决定 的 一 级 结 
构 不 扯 同 的 多 种 形式 的 大 分 子 成 份 。 尖 尾 沪 细胞 在 七 天 连续 增殖 培养 过 程 中 ， 在 六 个 不 
闻 阶 段 的 电泳 分 析 结 果 均 呈现 为 三 种 分 子 形式 的 酶 谱 特 征 。 尽 管 在 不 同时 期 的 样品 中 
LDH,，LDH, 和 LDH; 同 工藤 的 相对 百 分 活 性 有 所 不 同 〈 表 1) ， 租 在 只 显现 三 种 同 工 
酶 形式 这 点 上 却 仍 然 是 高 度 一 致 的 。 结 果 提 示 ， 尖 尾 沫 细胞 乳酸 脱氧 醉 在 p 世 8.6 碱 性 组 
冲 系 统 中 的 琼脂 精 疑 胺 电泳 表现 为 三 种 不 同 分子 形 式 同 工 酶 ， 可 设想 为 分 别 由 入 基因 和 
B 基因 所 编码 的 二 条 多 肤 链 按 一 定 比例 杂 合 而 成 的 二 聚 体 结构 。 其 同 工 酶 的 三 种 分 子 形 
式 应 为 A,，A1Bl!，B; 。 这 一 点 与 大 多 数 高 等 真 核 细胞 中 所 见 到 的 五 种 分 子 形式 的 四 聚 
体 结 构 (A A-B A.B, AB, BO 是 显然 不 同 的 。 我 们 在 同等 实验 条 件 下 ， 分 a 
HABA, Bi, PRS SRBED I MAAMLDAR TTT BEE BE 电 沪 
45, JUS sm dS (TESS, 1987), TESS, 
[1 TES 89 4 3-39 $8 32 3E EH, ThA MRA FEA LIBET ERE fc i E I 
序列 通常 是 高 度 保守 的 。 因 而 对 于 不 同 物种 和 同一 物种 的 不 同 组 织 以 至 个 体 发 生 中 的 不 
同 阶段 ，LDH 同 工 酶 的 数量 和 活性 也 存在 较 大 差异 ， 通 常 表现 出 明显 的 种 属 特 异 性 和 
组 织 器 官 特异 性 (Markert & Ursprung. 1962, Schwantes 1973; Vonwyl& Fischberg 
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1980) , 

—. REKE- AHRR EAEAN SARERA RESA 胞 真 核 生 
移 。 从 生物 进化 系统 上 却 远 较 其 它 高 等 真 核 生 物 原始 。 而 后 者 大 都 具有 自身 完善 而 功能 
特 化 的 器 官 与 组 织 。 象 尖 尾 葵 这 样 一 类 单 细 胞 生物 ， 其 单个 独立 的 细胞 单元 就 已 构成 一 
个 完整 的 生命 个 体 。 在 长 期 自然 选择 与 适应 的 过 程 中 ， 选 择 性 地 特 化 某 些 与 其 自身 维持 
正常 生命 活动 及 其 种 系 乐 衍 相 适应 的 生理 功能 与 代谢 特征 ， 也 是 维持 生命 和 种 系 进化 的 
必要 条 件 。 糖 代谢 是 维持 细胞 正常 生命 活动 的 重要 环节 ， 和 乳酸 脱氧 酶 同 工 酶 是 细胞 糖 代 
谢 中 具有 极其 重要 意义 的 氧化 还 原 酶 。 在 配合 细胞 正常 生命 活动 的 长 期 适应 性 变化 过 程 
中 ， 产 生 相 应 的 改变 与 调整 是 具有 重要 生物 学 意义 的 。 图 4 所 反映 出 的 尖 屁 涪 三 种 分 子 
形式 同 工 酶 在 培养 2 至 7 天 中 相对 百 分 活 性 的 消长 变化 ， 明 显 地 表现 出 细胞 在 增殖 过 程 
中 ， 是 以 无 氧 醉 解 占 优势 的 代谢 方式 担负 着 完成 细胞 生命 活动 所 必需 的 能 量 转 化 。 细 胸 
内 乳酸 脱 氧 覆 同 工 栈 呈现 以 A 基因 占 优势 的 LDH, 型 同 工 酶 活性 为 最 高 的 酶 详 特 征 。 

三 、 细 胞 学 和 细胞 化 学 研究 表明 ， 涡 竟 毛 虫 类 与 典型 的 真 核 生物 之 问 的 区 别 ， 主 要 
在 于 前 者 的 染色 体 在 整个 细胞 周期 中 始终 保持 着 致密 状态 ， 其 染色 体 具 有 介 于 原核 生物 
染色 质 结构 与 真 核 生物 的 典型 染色 体 之 问 的 过 渡 性 质 〈 李 靖 炎 等 19788 Dodge& Crawi- 
ord 1971) 。 同 时 已 知 高 等 真 核 生 物 的 染色 质 亚 单位 结构 是 由 五 种 组 蛋白 CH, Hs, 
Hea Hin HO 和 DNA 结 合 形 成 的 复合 体 。 但 在 尖 尾 藻 上 ， 通 过 生物 化 学 和 细胞 化 学 
方法 已 经 证 实 ， 其 细胞 核 内 的 碱 性 蛋白 只 是 一 种 电泳 迁移 率 ， 近 似 于 高 等 真 核 细 胞 内 组 
蛋白 H, 的 组 份 《 李 靖 炎 等 1978; FIRS 1078 。 看 来 尖 尾 药 的 这 些 与 高 等 真 核 细 胞 之 
间 所 呈现 的 差异 ， 并 非 是 孤立 的 偶然 的 。 这 是 否 与 物种 处 于 不 同 进化 阶梯 上 种 的 特异 性 
表现 有 关 ， 是 值得 探索 与 研究 的 课题 。 
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STUDIES ON LACTATE DEHYDROGENASE ISOENZYMES 
OF THE MARINE DINOFLAGELLATE(OXY RRHIS 
M ARIN A), AN ANALYSIS BY AGAROSE GEL 
ELECTROPHORESIS 


Zheng Zixiu, Zhong Jinyan, Ding Linhua 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica) 


The glycolytic enzyme lactate dehydrogenase(LDH, EC 1. 1. 1.27), which 
catalyzes the reversible convcrsion of pyruvate to lactate and occurs in virtually 
all tissues, exists in multiple molecular forms called isoenzymes. Lactate dehydr- 
ogenase isoenzymes has been «xtensively studied in invertebrates and vertebrates, 

The dinoflagellate are a group lower cukaryotic algae possessing a number 
of unique cellular properties, It is onc of the most suitable biological material 
for the study of origin and evolution from prokaryotes to eukaryotes, In the 
present study, the changes of lactate dehydrogenase isocnzymes during different 
periods of cultured 2 to 7 days in the dinoflagellate, Oxyrrfis marina were 
analysed by agarose gel clectrophoresis, The algac cells were collected by centri- 
fugation at 4000 rpm for 15 min and then lysed with the lysing solution con- 
taining 0.3M sucrose, 0.025M trihydroxymcthylamino, 0.04M N,HSO,, 
0.005M ethylenediamine tetraactic acid, 0.01M MgSO, and 0.1% Triton 
X-100, pH 7.0—7.4. The lysate was centrifuged at 10000 rpm (0°—8°C) 
for 15 min remove cell debris and nuclei and then supernatant was electrophor- 
esis performed on 0.5% agarose gel thin layer in a pH 8.6 buffer containing 
0.06M sodium diethylbarbiturate and 0.2N hydrochloric acid, The LDH isoen- 
zymic activity in agarose gel was visualized with a staining solution consisting 
of sodium DL-lactate, Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD), N-methylph- 
enazinium methylsulphate (PMS) and nitro-tetrazolium blue chloride (NBT) , 
The gel was incubated at 37°-40°C for 40 min, The isoenzymic bands were 
cxcised from agarose gel and eluted, The electropherograms of lactate dehydroge- 
nasc isoenzymes was scanned record by SHIMADZU dual-wavelength chroma- 


logram scanner model CS-910 at A,=570nm, 4,=500 nm and scanning speed 
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for 20mm/min. 
The results were as follows, (12 The isoenzymic phenotypes of three 


different molecular forms was observed in 2 to 7 days cultures of Ox yrrhis 
marina, Different bands are referred to as LDH,, LDH, and LDH, in order ol 
relative mobility towards the anode at alkaline buffer, LDH, is the fastest and 
LDH, the slowest. (2) The percentage of mean values of different culture 
periods isoenzymes 1 to 3 components is 31.6, 34.5, 33.9(two days); 27.0, 
23.2, 49.8 (three. days) 5 25.5, 21.9, 52.6 (four days) 120.3, 29.7, 50.0 
(fivc days) 327.4, 24.2, 48.3(six days)and 21.4, 31.3, 47.2(seven days), 
respectively, (3) In cultures of two days, the order of three isoenzymic acti- 
vity was LDH,>LDH,>LDH,. In cultures of three, four and six days LDH, 
>LDH,>LDH;. In cultures of five and seven days was LDH, >LDH,>LDH,. 
(4) Alterations of increasc-decrease of three isoenzymic activity of lactate dehy- 


drogenase was in the figure four during different periods cultured from two to 


scven days in the Ox yrrhis marina, 


Key Mords, Dinoflagellate, Oxyrráis marina, 
Lactate dehydrogenase isoenzyme, 
Agarose gel electrophoresis. 
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